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signature  genes,  including  FoxP3  and  Helios,  compared  with  their  TIM‐3−  counterparts. 
Transcriptomic  and  ingenuity  pathway  analyses  showed  that  TIM‐3  potentially  activates 
inflammatory  and  tumor metastatic pathways. Moreover, NF‐κB‐mediated  transcription  factors 
were  upregulated  in  CD4+TIM‐3+  TILs,  which  could  favor  proliferation/invasion  and  induce 
inflammatory  and  T‐cell  exhaustion  pathways.  In  addition,  we  found  that  CD4+TIM‐3+  TILs 
potentially support tumor invasion and metastasis, compared with conventional CD4+CD25+ Tregs 
in  the  CRC  TME.  However,  functional  studies  are  warranted  to  support  these  findings.  In 


















subsets,  including T regulatory cells  (Tregs)  [5]. Reports showed  that TIM‐3 can activate  the TCR 
signaling more likely towards exhaustion phenotypes with co‐expression of other ICs in CRC patients 
[6,7]. Accumulating evidence suggests that expression of TIM‐3 on tumor‐infiltrating lymphocytes 
(TILs)  has  an  indispensable  role  in  tumor  biology  [8,9].  TIM‐3  plays  an  important  role  in 
tumorigenesis  and progression of prostate  cancer  and  also has  a potential prognostic value  as  a 
biomarker [10]. Moreover, TIM‐3 serves as a potential mediator for tumor progression in CRC [9]. 
The characterization of TIM‐3 in various human tumors including hepatocellular, cervical, colorectal, 
and ovarian  carcinomas  showed  that TIM‐3‐expressing CD4+ TILs  could  represent  the  functional 
regulatory T cells with highly immunosuppressive characteristics [8]. Additionally, FoxP3+ Tregs co‐
expressing TIM‐3 and PD‐1, were reported to be highly immunosuppressive including a specialized 




In  this  study, we  investigated  the  phenotypic  and  transcriptomic  characteristics  of  tumor‐
infiltrating CD4+TIM‐3+ T cells in CRC patients. We found that TIM‐3 expression on CD4+ T cells was 
upregulated in TILs, compared with cells isolated from paired, adjacent normal colon tissues (NILs). 




tumor  microenvironment,  which  may  favor  immune  evasion  and  tumor  progression.  Our 
transcriptomic  data  showed  that  TIM‐3+  TILs  have  potential  roles  in  tumor  metastasis,  T‐cell 
exhaustion,  and  tumorigenesis  pathways. Additionally,  Treg‐related  genes were  upregulated  on 
TIM‐3+  T  cells,  compared with  conventional  CD25+  Treg.  Altogether  our  data  suggest  that  the 























reports  have  suggested  TIM‐3  expression  on  CD4+  and  CD8+  T  cells  is  associated  with  T‐cell 
exhaustion and anergy [13]. Since we did not find any differences in TIM‐3 expression on CD4+ and 

















and Treg expressing multiple  IC  in CRC TME  [14–16]. Moreover, previous studies have reported 
TIM‐3 expression on dysfunctional T cells in various malignancies [17]. In this study, we found that 
CD4+TIM‐3+ T cells within  the CRC TME express CD25 and comprise mainly of FoxP3+ Treg  that 
express  high  levels  of Helios  and  also multiple  IC,  suggestive  of  highly  suppressive  and  active 








that  the  majority  of  CD4+TIM‐3+  expresses  both  FoxP3  and  Helios  indicative  of  higher 
immunosuppressive  potentials  than  CD4+TIM‐3−  cells  (Figure  2H).  Accumulating  evidence  has 
shown  that multiple  IC are  co‐expressed on cancer‐specific T  cells  that employ distinct signaling 
pathways [19]. We found that PD‐1 and CTLA‐4 are mainly co‐expressed on CD4+ T cells but there 
are  no  significant  differences  in  their  co‐expression within CD4+TIM‐3+/−  cells  in  colorectal  TME 
(Figure 2G and I). 






expression  on  CD4+TIM‐3+  and  CD4+TIM‐3−  TILs  (G).  Bar  plots  show  the  percentage  of 
FoxP3+/−Helios+/−  (H)  and PD‐1+/−CTLA‐4+/−  (I)  expression  in CD4+TIM‐3−  (T−)  and CD4+TIM‐3+  (T+) 
TILs. The p values are represented as follows; ∗∗∗ p <0.001, ∗∗ p < 0.01, ∗ p < 0.05. 
In addition, we found that tumor‐infiltrating CD25+ T cell express TIM‐3 at significantly higher 
levels  than  CD25−  TILs  and  also  co‐express  CTLA‐4  and  PD‐1,  but  do  not  express  LAG‐3 
(Supplementary Figure S1A,B). Additionally,  the majority of CD4+CD25+ TILs  isolated  from CRC 
patients  co‐expressed  FoxP3  and  Helios  (Supplementary  Figure  S1A,B).  These  cells,  therefore, 












TIM‐3+ and TIM‐3− T cells  (Figure 3A). A  total of 1437 upregulated  (>2‐fold change, FC) and 1539 
downregulated  (>2‐FC) transcripts were  identified  in TIM‐3+, compared with TIM‐3− CD4+ T cells. 
The principal component analysis (PCA) from the transcripts per million (TPM) showed that the TIM‐
3+  and TIM‐3−  from  three patient  samples were distributed  close  to  each  other,  representing  the 
significant differences  in  the overall gene expression  (Figure 3B). The PCA plot also showed high 
variability in the expression of TIM‐3 among the individuals, but it should not affect the downstream 
analyses due to the cluster separation of PC1 genes between TIM‐3+ and TIM‐3− populations. The top 
500 PC1 genes  identified using PCA  loading analyses are shown  in Supplementary Table S1. The 
differential expression of significantly upregulated and downregulated genes is also represented as 
a volcano plot  (Figure 3C). Canonical pathway analysis of both upregulated and downregulated 
genes  showed  that  immune  cell  trafficking  (Figure  3D),  inflammatory  response  (Figure  3E),  and 
proliferation (Figure 3F)‐related genes were upregulated, while cell growth‐related genes (Figure 3F) 
were downregulated  in TIM‐3+,  compared with TIM‐3−  cells.  Interestingly, we  found  that  signals 
involved  in  tumor migration  and metastasis,  including development of  epithelial  cells  (6%),  cell 















RNA  transcripts  from  RNA‐Sequencing  data.  Each  column  represents  a  sample  and  each  row 
represents a transcript. Expression level of each gene in a single sample is depicted according to color 
scale  (A). PCA plot  shows  the  clustering of RNA  transcriptome  from of  three TIM‐3+ and TIM‐3− 
libraries (B). Volcano plot summarizes the expression rate (log2 Fold Change) on the x‐axis and the 











The overexpression of TIM‐3 on T cells  in  the TME can enhance T cell activation,  leading  to 
acceleration of series of pathways including NF‐κB that drive T cells more likely toward an exhausted 
phenotype  [6].  In  addition,  cAMP/PKC  [25]  and  PTEN  [26]  signaling  cascades  can  inhibit  the 
activation of NF‐κB transcription. Herein, we found that CD4+TIM‐3+ cells upregulate exhausted T‐
cell pathways, compared with CD4+TIM‐3− T cells (Figure 4A). T‐cell exhaustion and carcinogenesis 
signaling  cascades  including NF‐κB,  IL‐4, AMPK,  IGF‐1, April, Estrogen  receptor, GM‐CSF,  and 
insulin receptor were upregulated  in TIM‐3+ T cells  (Figure 4A). Notably,  the signaling pathways 
including TCR  receptor,  cAMP,  JAK/STAT, Toll‐like  receptor, PKC, CD28,  cytokine‐immune  cell 
communication,  IL2 activation, which are  indispensable  for maintaining T cell‐mediated  immune 
homeostasis, were downregulated  in TIM‐3+ cells (Figure 4A). These data demonstrate that TIM‐3 
expression  can downregulate PTEN/PKCθ  and upregulate NF‐κB  signaling, which  lead  to T‐cell 
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exhaustion.  Interestingly, we  found  that DNA  replication‐related  genes  including HELB,  SLX1, 








expression of other  IC/ligands. We  found  that  ICOS, TNFSF4  (OX40), CD48,  and TNFSF14 were 
upregulated  and  TNFSF18  (GITR),  PDCD1LG2,  IDO1,  LAIR1  were  downregulated  in  TIM‐3+, 
compared with TIM‐3− T cells (Figure 4C, p value < 0.01). The differential expression of gene clustering 
scatter plots  shows a  clear  separation of upregulated  and downregulated genes  in TIM3+ T  cells 
(Figure  4E).  Moreover,  the  carcinogenesis  and  tumor  metastasis‐related  signaling  pathways 
























Next,  we  compared  the  transcriptomic  profile  of  CD4+TIM‐3+  T  cells  with  conventional 
CD4+CD25+ Tregs. We sorted CD4+TIM‐3+ and CD4+CD25+ T cells from three CRC NT and TT samples. 
We  found  that about half of  the TIM‐3+ cells were CD25− population  (Supplementary Figure S3). 
Library  preparation  and  subsequent  RNA‐Sequencing  were  performed  for  CD4+TIM‐3+  and 
CD4+CD25+  T  cells  from  two  TT  samples  (CRC07  and  08). Here, we  found  a  distinct  cluster  of 
differentially expressed genes in TIM‐3+ and CD25+ T cells (Figure 5A). Next, we found that genes 
related to cell migration including ACTR3, CCR7, ITGAE, PIK3CA, CRC, SRC, WIPF1, RDX, RHO, 






migration  (PLAT,  RLTPR,  TPTEP1,  SNX5,  CHST3,  PRKCE,  CRMP1,  and  SYNE3)  and  tumor 
metastasis (MMP16, EPHA7, TSPAN3, CDCA2, WISP1, CXCL12, GPX3, ATF3, PTPRB, and ENC1) 
were significantly upregulated in TIM‐3+, compared with CD25+ T cells (Figure 5B,H, p value < 0.01). 
The  hierarchy  of  the  percentages  of  upregulated  gene  categories  are  as  follows;  cell 
adhesion/proliferation/differentiation/activation (34%) > cell migration and metastasis (31%) > signal 
transduction  (20%)  > Ca2+  calmodulin  and vesicle  transport  (15%)  (Figure  5H). Additionally, we 




















activity  genes  (C),  cell  adhesion,  proliferation,  and  differentiation  (D).  Transcription  factor  and 
cytokine/suppression activity (E) related genes and some of the selected genes upregulated in CD25+ 
T cells (F). The overall difference in the number of genes related to Tregs are shown as a bar plot (G). 
Top  significantly  upregulated migration  and metastasis‐related  genes  in  TIM‐3+,  compared with 
CD25+ T cells (Z‐score of >1.5) based on IPA analysis are shown as a pie chart (H). 























key  transcription  factor,  identified  as  a marker  of  activated  Treg  that  provides  stability  to  their 
suppressive  function  [18,34].  Targeting  Helios  leads  to  conversion  of  Treg  to  effector  cell  and 
increased anti‐tumor responses in tumor‐bearing mice [35]. The presence of highly suppressive Tregs 













genetic  modifications  that  can  convert  normal  colon  epithelium  to  adenocarcinoma  including 
proliferation, migration, survival, and  inflammation. Here, we showed  that  the genes  involved  in 
triggering of tumor metastatic pathways were higher in TIM‐3+ T cells (Figure 3F). Altogether, our 




can  upregulate  NF‐κB  through  an  array  of  signaling  cascade  including  NFAT/AP‐
1/PI3/AKT/cytokine  production,  ultimately  triggers  the  anti‐apoptosis  and  T‐cell  exhaustion 
pathways [37,38]. Our results show that the four indispensable signaling pathways to keep immune 








the progression of CRC by  altering  the proliferation/invasion‐related  transcripts  through NF‐κB‐
mediated  signaling  [43]. Our  results  also  showed  that NF‐κB  signaling  and  related  genes were 
upregulated  in TIM3+ T cells  (Figure 4A and C). Additionally, Ephrin receptors  including EFNA4 
belong to tyrosine kinase family [44], SATB1 [45] and CRNDE [46] have been shown to be elevated 
in  CRC  and  other  cancers,  which  lead  to  poor  prognosis  and metastasis.  Furthermore,  tumor 
suppressor gene pathways including JUNB [47] and SMARCA4 [40], which inhibit proliferation and 
metastasis were significantly downregulated in TIM‐3+ T cells. In addition to tumor suppressor genes, 











effects on  survival of CRC patients  [48]. Our data suggest  that more diabetes‐related genes were 
upregulated in TIM‐3+, compared with TIM‐3− T cells (Figure 4G). Out of all genes, WNT2B, which 



















that CD4+TIM‐3+ T  cells  show more migration  features,  compared with  conventional CD4+CD25+ 
(Figure 5H). Furthermore,  the Treg suppressive function‐related genes  including IL‐10 and IKZF2 












and provided written  informed consent prior  to sample collection. Table 1 shows  the clinical and 
pathological  characteristics  of  all  participating  patients.  All  experiments  were  performed  in 






























Cells were  isolated  from TT by mechanical disaggregation. Briefly,  tissues  frozen  in  freezing 
media were thawed and washed with phosphate‐buffered saline (PBS) and then mechanically cut 
into  small  pieces  (≈2–4 mm)  using  a  surgical  scalpel.  Further disaggregation was  performed  on 












Biosciences), and TIM‐3‐Brilliant Violet 711  (clone 7D3; BD Biosciences) or  chemokine  receptor 7 
(CCR7)‐Brilliant Violet 711 (clone 2‐L1‐A; BD Biosciences), and incubated at 4 °C for 30 min. Cells 
were then washed twice with flow cytometry staining buffer. 








Intracellular  antibodies  including  CTLA‐4‐PerCp‐eFluor  710  (clone  14D3;  eBioscience),  FoxP3‐
phycoerythrin cyanin 7 (PE/Cy7) (clone PCH101; eBioscience), and Helios‐Fluorescein Isothiocyanate 
(FITC) (clone 22F6; BioLegend) were added and cells incubated for another 30 min at 4 °C. Cells were 








to  generate  cDNA  libraries  for RNA‐Sequencing  using QIAseq  FX  Single Cell RNA Library Kit 
(Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions. Briefly, sorted cells were spun 





















mechanistic networks  (MN), and causal network analysis  (CNA) prediction algorithms.  IPA uses 
precise database  to paradigm  functional  regulatory networks  from a  list of  individual genes and 
determines a statistical score for each network according to the fit of the network to the set of focus 
genes. The score is the negative log of P and denotes the likelihood of the focus genes in the network 























co‐express  genes  including  FoxP3,  Helios,  PD‐1,  and  CTLA‐4  to  suppress  anti‐tumor  immune 
responses. Our study showed that DNA replication and cell cycle genes were downregulated, while 
genes related to immune suppression, cell proliferation, T‐cell exhaustion, carcinogenesis, migration, 





S2: Sorting  strategy of TIM‐3+ and TIM‐3− T  cells used  for RNA‐Sequencing, Figure S3: Validation of RNA‐
Sequencing data, Figure S4: Network analyses of differentially‐expressed genes in CD4+TIM‐3+ and CD4+TIM‐3− 
TILs, Supplementary Table S1: PCA loading analysis TIM‐3+ vs. TIM‐3−. 
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